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論 文 内 容 要 旨
CD98は分子量85kDaのheavychain(CD98hc)と40kDaのlightchain(CD981c)炉ジスル フィ ド結
合 したヘテ ロダイマーで,癌 細胞や腸上皮,扁 平 上皮基底 層な どの増殖 の盛 んな細胞 で高発現 して いる こ
とか ら細胞増殖 に密接 に関係 した分子 と推定 され てきた。 ヒ トCD98hcの遺伝子 は膜貫通 部位1箇 所を含
み,530アミノ酸か らなるH型 膜糖 タ ンパク をコー ドして いる。CD98hcmRNAの発現 は,ボ ル ボール エ
ステルや,イ オ ノマイ シンな どで誘導 され,ま た タンパ ク合成 阻害剤 であるシクロヘキシ ミ ド存在下 で も
CD98hcmRNAは増加する(い わゆるsuperinduction)ことが報告 されて いる。 この現象 はinterleukin-
2,β一interferol1,c-myc,c-fosでも同様 に観察 され る。CD98hcの機能 としては 一1)ジ スル フィ ド結
合 して いるCD981cを細胞 表面 に局在 させ ることによるCD981cのア ミノ酸輸送 能の調節,2)血 球系細
胞 のアポ トーシス誘導への関与,3)イ ンテグ リン β1,β3サ ブユニ ッ トと細胞 内 ドメイ ンで結合 し,
構造変 化 を引き起 こす ことによるイ ンテグ リンの活性化,4)リ ガ ン ドのガ レクチ ンー3を 介 したCaイ
オンの取 り込 み刺激5)ウ イルス依存的な細胞凝集や細胞融合への関わ り一な どが報告 されて いる。最
近続 々 と遺伝 しクローニ ング されて きてい るCD981cは全て アミノ酸 トランスポーターで あることが判 明
したが,多 機能分子 としてのCD98の構造機能相 関は不 明である。 また,CD98からどのような シグナル伝
達 によって多様 な機 能発揮 に至 っているかはほ とん ど明 らか にな って いない。 これ に関 して,CD98と会合
す る分子 としてmyosin,vimentin,tropomyosin,heatshockcognateprotein70(hsc70)などが報告
されて いるが,そ の役割は判 って いない。本研究 では,多 機能分子CD98と癌化 との関わ りに焦点 を絞 り,
ヒ トCD98hc遺伝子導入細胞 を用 いた細胞癌化機構 の解 明 を試 みた。
まず,ヒ トCD98hc全長遺伝子導 入細胞 を樹立 し,CD98hc過剰発現 と細胞悪性化 との関わ りを解析 し
た。CD98hcタンパ ク質 の発現 量が異な る3種 類 のク ロー ンを樹立 し,細 胞増殖 曲線 を作成 した ところ対
数増殖期の細胞倍加時間は対照細胞群(NIH3T3,NIH/neo)と変わ らないが,細 胞 飽和密度は対照群 よ
り2～3倍 高 いことを示 した。 さ らに,・軟寒天 中のコ ロニーア ッセ イにおいてCD98hc遺伝子 導入細胞が
コロニー を形成す ること,抗CD98hc抗体添加 によ りその コロニー形成が阻害 され る こと,ま たヌー ドマ
ウスの皮下移植 によ り腫瘍 を形成す る ことか ら,CD98hcタンパ クの過剰 発現が細胞悪性化 の原 因 とな る
ことを明 らか にした。
次 に,細 胞 悪性化 に必要 なCD98hcタンパ クの機能 ドメイ ンの同定 を 目的 と して,CD98hc細胞 外領域
に着 目し,Cb98hc細胞外領域 欠失型遺伝子導入細胞 を樹立,そ の表現 型 を全長遺伝子導入細胞 と比較検
討 した。その結果,細 胞倍加 時間は対照細胞群 とCD98hc遺伝子導入細胞で差 はな く,CD98hc細胞 外領
域欠失の影響 は認 め られなか った。 また,CD98hc遺伝子導入細胞 は対 照細胞群 の4～5倍 の細胞飽 和密
度を示 したが,全 長遺伝子導入細胞 と欠失型遺伝子導 入細胞 で顕著 な差 はなかった。・軟 寒天中の コロニー
ア ッセ イでは,す べ てのCD98hc遺伝子 導入細胞で コロニー形成が認め られたが,全 長遺伝子 導入細 胞よ
りも欠失型遺 伝子導入細胞で,欠 失型遺伝子導入細胞 間では,細 胞 間領域 を欠失 する割 合が大 きいほ どコ
ロニー形成能が高か った。 さ らに,全 長遺伝子導入細胞 は細胞外 ドメイ ンを認識 する抗 ヒ トCD98hc抗体
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(HBJ127と5-21のmixture)によりコロニー形成が阻害されたが,H:BJ127抗体認識エピ トープ部分を欠









析 した。その結果,血 清除去48時間で対照細胞群 は90%以上の細胞がGO/G1期に停止 して いたが,
CD98hc遺伝子導入細胞群では20～25%の細胞がS期 に存在 していた。しか しながら,血清除去66時間後
にはCD98hc遺伝子導入細胞群も90%以上の細胞がGO/G1期に停止することも明らかになった。MAPK
(ERK)とpRbのリン酸化がCD98hc遺伝子導入細胞群でも対照細胞群 と同様に観察されないことから
も,CD98hc過剰発現が細胞周期進行を促 しているのではな く,血清除去 によるGO/G1期停止に抵抗性
を与えていることが示唆された。 この機序 として,対 照細胞群と比較してCD98hc遺伝子導入細胞では,
cyclinD1とcyclinEが高発現していること,また,血清除去により早期に発現誘導 して くるp16が発現 し
ないことが判明 した。さらに,cyclin-CDKに結合 しているp27の発現がCD98hc遺伝子導入細胞群で高
いことか ら,p16によるGl初期での細胞周期停止がp16が発現 しないことで遅延 し,Gl中,後期でそれを
補うようにp27によってGl停止に至る結果,CD98hc遺伝子導入細胞群のGl期停止抵抗性が生じたもの
と推定された。また,高 細胞密度かつ低血清条件下培養 した対照細胞群は30%がアポ トーシス細胞が認め
られなかったことか ら,CD98hc過剰発現がアポ トー シス回避シグナルに関わることも推定された。




止 していたが,CD98hc遺伝子導入細胞群は30%以上の細胞がS期 に存在 し,非接着条件でも細胞周期が





遺伝子導入細胞では非接着条件において も発現してお り,さ らに非接着条件で高発現 されるP21とP27は
低発現である結果,cyclinE-CDK2を不活化できないこと,接着依存的に発現誘導されるcyclinAが接着
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非依存的 に高発現 して いる ことが考 え られ た。
次 に,CD98シグナル 伝達 系 に位置 す る分子 探索 を 目的 とし,ヒ トCD98hc遺伝子 導入 細胞 と親 株 の
NIH3T3,対照 トラ ンス フェ クタ ン ト(NIH/neo)問で のmRNA分 子 種の差 異 をdifferentialdisplay
(DD)法にて解 析 した結果,種 々の細胞性 ス トレス によるアポ トー シスの耐性獲得 に関係 して高発現す る
GRP78/Bipが,対照細胞群 に比べて ヒ トcD98hc遺伝子導入細胞 で高発現 して いる こと,さ らに細胞外
領域 を欠失す るほどそ の程度が高 い ことが示 され た。
最近,当 教 室で ヒ ト白血 病細胞Molt-4が抗体 によ り細胞 凝集 を起 こす現象が見出 された。 ここで,抗 ヒ
トC1)98抗体(HBJ127,4F2,1-10,5-21,4-26)中HBJ127のみ が濃度 依 存 的 にMolt-4を凝 集 させ,
4F2,1-10,5-21,4-26はか えってHBJ127によ る細胞凝集 を阻害す る傾 向を示 した。そ こでHBJ127添加 「
前後 にMolt-4で発現変動す るmRNA分 子種 をDD法 で探索 した ところ,既知 遺伝子8種,未 知遺伝子3
種,cDNAラ イブ ラリー 上に登録 され遺伝子2種 が見 出 され た。 これ らにつ いて は ノーザ ンプ ロ ッ トで
mRNA発 現 を比較 し,そ の特 異性 も再確認 された。 既知遺伝子 の中 には,細 胞骨格 系タ ンパ ク質 の βア
クチ ン,イ ンテグ リン βサブユニ ッ ト(fibronectinreceptor)が見 出され た。 イ ンテグ リンβサブユニ ッ
ト(fibronectinrecep亡or)はCD98hcの細胞 内領域 と相互作用 し,イ ンテグ リンの リガ ン ト結合部位 が構
造変化 を起 こしてイ ンテグ リン活性化 が生 じる とい う報告があ るので,特 に注 目され る。 また今 回DD法
の解析で見 出された低分子量GTP結 合 タンパ ク質Rab5は,元々はエ ン ドサイ トー シス に関係す るタ ンパ
ク質 として報 告 され てい る。興 味深 い ことに,癌 細胞 の転移 の局面 で,細 胞が あ る場所 か ら離 れて移 動
(運動)する場 合,これ らを制御す るシグナル として細胞後方部 にお いて低分子量Gタ ンパ ク質Rhoフ ァ
ミリー の不活化 がア クチ ン骨格 系を弱め・細胞 を接着部位 か ら離れやす くし・ その際Rab5が接着分子 の
イ ンテグ リンをエ ン ドサイ トー シス によ り運動 先端部へ小胞 輸送 を行 い,運動先端部でRhoの 活性化 によ
りアクチ ン骨格系が再構成 され るとい うシグナル を時 間的空間的に協調作用 して細胞 を運動 させ るとい う
報告 もある。 今後,今 回DD法 によ りCD98と関係す る可能性の ある可能性 のあるタ ンパ クとして検 出さ
れ たイ ンテグ リンβサブユ ニ ッ ト,β アクチ ン,Rab5とCD98との関係 を さ らに追求 す る ことで,'CD98
とアポ トーシス耐性,細 胞 運動,癌 移転な どの現象 との関わ りを解 明す る手がか りが得 られ ると期待 され
る。また,未 知遺伝子の構造と機熊を明 らかにすると共に,それ以外の得 られた遺伝子(タ ンパク)と の
相互作用を解明していくことが課題である。
現在までに様々なCD98の機能が報告されてきたが,本研究により初めて,CD98遺伝子導入による細胞
悪性化が示 された。 しか しながら,多様なCD98の機能を発揮するために必要な相互作用分子,シ グナル
分子はほとんど明らかにされていない。そ こで,本研究で明らかにしたCD98hc過剰発現による細胞周期
制御分子の異常化が,細 胞膜上のCD98からどのようなシグナル伝達分子によ り引き起 こされているのか
を解明することが今後の課題であ り,細胞悪性化,癌 化の解明にもつながることを期待 している。
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審 査 結 果 の 要 旨
CD98は分子量85kDaのheavychain(HC)と40kDaのlightchain(LC)がジスル フィ ド結合 したヘ
テ ロダイマーで,増 殖期 の正常細胞や癌細胞表面で高発現 し,活 性化 リンパ球 のマーカー抗原 で もある。
最近,ア ミノ酸 トランスポー ター と して のLC,そ の レギ ュ レーター としてのHCの 役割が 明 らか とな っ
たが,細 胞増 殖や癌化 におけ るCD98の役割 は不明で ある。 本研 究はCD98と細胞癌化 との関係 の解 明 を
試みた もので ある。
まず,ヒ トCD98HC,及び細胞 外領域欠失HC遺 伝子 をNIH3T3細胞 に導入 し,ト ランスフェクタ ン ト
を樹立 した。 この細胞 を用 いて,細 胞増殖,軟 寒天 中で のコロニー形成能,ヌ ー ドマ ウスでの腫瘍 形成能
を調べ,ど ち らの トランス フェクタン トも親株 に比べ,高 い細胞飽和密度 まで増殖す る ことができ,軟 寒
天中で コロニー を形成 し,ヌ ー ドマ ウス に腫瘍 を形成す る ことがで きる ことを明 らか に した。 その程 度は
全長HC遺 伝 子 に比べ欠失遺伝子の トランス フェクタン トで顕著で ある ことを示 した。
次 に,HCト ランス フェクタン トの細胞 周期 に関連す る解析 を行 った。 親株 のNIH3T3細胞 が増殖 停止
する条 件下で も,ト ランス フェクタン トはGO/G1期停止 に抵抗性 を示 し,ま た,高 細胞密度,低 血 清条
件 でNIG3T3細胞 の30%以上が アポ トー シス を起 こす条件 で もアポ トー シス を起 こさない こ ζを観察 し
た。 また,細 胞周期 関連 タ ンパク質の発 現 を調べ,ト ランス フェクタン トは対照 の細胞 に比べ,サ イ ク リ
ンD1,サ イ ク リンE,サ イ ク リンAを 高発現 し,逆 に,対 照 の細胞 で高発現 していたp16が発現 してい
ない ことを明 らかに した。 また,接 着条 件 と非接着条件で の細胞周期 の進行 を解析 し,非 接着条件 では,
培養液 に血清 を添加 して も対照細胞 はGO/G1期 に停止 したままであるが,トランスフェクタ ン トではG1
→S→G2/M期 と細胞周期 が進行す る ことを宗 した。
さ らに,CD98のシグナル伝 達系 に関す る分子 の探索 を 目的 と し,differentialdispiayによ り対照 の細
胞 に比ベ トランス フェクタ ン トで発現 の上昇 しているmRNA,あ るいは抗CD98HC抗体 によ り細胞 を凝
集 させ た時 に発現が 上昇す るmRNAを 検索 し,トランス フェクタン トで は,細胞ス トレス によるアポ トー
シス耐性 に関与 して いるBip/GRP78のmRNAが高発現 している こと,凝 集細胞では,イ ンテグ リン β
サブユニ ッ ト,β.アクチ ン,及 び細胞 内小胞輸送や分泌経路 で機能す る低分 子量GTP結 合 タンパ ク質の
Rab5のIhRNAの発現量が上昇す ることを明'らか に した。
以上,CD98HCトランス フェクタ ン トの解析 によ り,細 胞 の悪性化は細胞周期制御 タンパ ク質 の発現 の
変化 によるアポ トー シス耐性 と接着非依存増殖性 の獲 得 によ ることが明 らか にな った。
よって,本 論文は博士(薬 学)の 学位論文 として合 格 と認める。
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